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INTRODUCCION

El eritrocito es un eclemento cuya importancia fisiologica «.
fundamental (1); su principal funcion es transportar el oxigen.
de los pulmones a los difvrentes territorios organicos donde permite
la obtencion de niveles adecuadas de energia a partir de los alimen-
tos; como resultado de los procesos metabolicas xe produce €O, quc
parcialmente se cembina con hemoglobina para ser Hevado hacia
campos pulmonares v ser eliminado,

La funcion de transporte de gases por o] eritroeito (Fip 13 de-
pende de la presenci de da hemoglobina, proteina eonjueada que
constituye aproximadamente el 3477 det peso total de globulo rojo;
la actividad de algunis de las enzima del eritrocito se orientan ha
cia la conservacion de las propiedades de la hemoglobina: (2,3
ellas producen Trifosfopiridimorue eoteo reducido v difosfopirine-
nucleotide reducida, (Fig 20 caenvionas que proporcionan los elece
trones necesarios para la reduccion del wen férrico de Tnmetaheme-
globina a 16n ferroso de li heroplobing o1y Sy o4 50 a transior-
mocion inversa la de hemoplobina oo metahemovlohima ocurre de o ma.
nera continui, (61 aungue en proporeion min i, e modo gue en
el individuo normal el 1o 200 de Lo hemopiobina total e transformu
a metahemoglobing en vemte v enatro horas St procesodepende la
actividad de plucosn - 6 - fodato destidrogerace v 6 - fosfoglued-
nico—- deshudrogenae o en relacidn o TENH v T8 "o catalisis por
deshidrogenasa Lictiea » phceraldetn - 5 - o Len deshindrogenasa
CON Tespecto o DENHL o9 1oy l)‘ll.: 1

Las coenzimies mencionadas se utthean a dos niveles diferentes

(Fig. 3.
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1o, ron utilizadas en la actividad de metahemoglobina reducias.

(1) y

20. permiten la actividad catilitica de glutation reductasa (12,
y determinan d= ere modo les niveles de glutation reducido; de este
modo se manticnen los miveles normales de hemogiobina v ol gluta-
tion reducido producido se utihiza en la aetividad de ghieeraldehide
- 3 - fosfato deshidrogenasa, vrsuna clave en o] funcionamients
del esquema gheolitico, Gnica via productora de ATP en el eritre,
cito. (13.14).

El critrocito ttene una vida total en el hombre de 120 a 125
dias, (15,160 durante ¢l curso del envejeaimivnto de o eélula roge
algunos procesos enzimaticos (DNasay RNasa entre otros ) desapa-
recen otros dependientes de enzimas de vida medin (Glucosa - 6 -
fosfato dechudrogenasa, 6 - {osfoglucodiico deshidrogenasa, ete
disminuyen notablemente  Por
muy estables (Deshidropenasa Lictica, metahemoglobina reductasa
no experimentan ninguna alteracién en el curso de la vida celular
{17,18° Como efecto de la disminucion en {a actividad catalitica de
las enzimas de vida corta o intermedia los miveles de g'utation v de
adenosina trifosfato disminuyen (19200 esto detertiuna alteraciones
osmoticas con disminucion del tamano del erttrocito, aumento e
su densidad, disminucion en el contenido ¥
celular, activacion de algunas enzinas hidrohitcas v oen consecuen-
cia destruccion del globulo roje. (21,220 El cuadro normal pued
ser modificado por multiples condiciones patologicas. (23.24) Sc
sabe en efecto, que la disminucion en o actividad catalitica e glu-
cosa - 6 - fosfato deshidrogenasa desencadens modificaciones mu;
importantes en la estructura de hemoglobina que Hevan o ta acu-
mulacion de proporcion elevada de metahemoglobing (e erpos de
Heinz)), madificaciones en los mveles de plutation reducido, de ATEH
y hemalisis subsignaiente (25 26,

Mmoo otros catabizados por enzimas

prdo de la membrana
1

Los eritroentos con deficiencia de plucosa-6-fosiuto deshidro
Benasa pucden ser hemolizados rapidamente, cuande se ponen et
contacto con acetlfemlhidrazina, substancia que produce disminu
cion en los niveles de glutauon reducido; ta prucha de estabihdaa
de plutation reducido v de los enitroeitos despueés de Lo adminitra-
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cion de acetilfenilhidrazing constituye una buena aproximacion
pata enterarnos de los niveles de plutation reducido. (27,2829

Los niveles de metabemoglobma (Fig 2y en el eritrocito de
penden por consiguiente de Ja actividad catalitica normal de varias
enzimas: plucosa-6-fosinto deshidrogenasa, G-fosfoglucaonico-deshi-
drogenasa deshidrogenasa Lactica, gheeraldehido-3-fesiatg deshidre-
genasa y evidentersente de Lo buena funcion de as metahemaoglobing
reductasas, Existen aos enzaimas, (las metahemoglobing  reduct.-
cas) con capacidad detransportar clectrones hacta metahemoglobina
{No. 1 y2de la Fig 2 v reducirla 2 hemoglobing, (3031 una a.
ellas recibe fos electrones de difosfopinidinolnucledtdo reducido, §:
ctra los acepta del TPNH, el aceptor ninad de electrones pucde rer la
metahemoglobing mosmia, ol eitrocromo o, oxigeno o ¢l azil de meti-
leno; (Fig. 41 de cua’quier modo ambas enzimas funcionan como
trans electronasas v oen este aspecto «Goactivadad puaede compararse
al de la entocrame-oxidaca de Lo cadesa respiratoria La estructura de
estas metahemopl shing reductasas on muy preuliar (321 va que ade-
mas del grupo heme v de todas Las hemoproteinas parece requern
la presescia de otro grupe prostdtico con nivel de oxtdo-reduccion
muy simalar ol del Gotema de azut deometilenor este segundo cofac-
tor es muy labil e pierde Con facthidad en el curso de o punificacion
enzimatica, v es andispentable adicionar azul de metileno u otra
sustanciia con mvel de ox do-reduccion simalar para mediar o ic-
tividad enzimatica cuandn la proteing ha saido muy punficada. Se
ha considerado que en areenstancias espeaates los sistemas de
glutacion exidado v dcerdo ascorbico (220 pucden ser importantes
en la conversion de metahemaoglobina o hemoglobina, La deficien-
te transformacion de la metahiemoplobing a hemoglobina determinag
la aparicion de Las Hamadas metahemoglobinemias, enfermedades
generalinente de Lpo comprtito gue seomamfiestan de modo especial

en oo dde e e o contendo (:’:"_:’n—)l

En el Departaiento de Boaquanuea del Hospatal de Las Enfer-
medades de L Natecsone e ba ierado ol estudio de diferentes e
Zamas Yy cofactones del erittocito de tata en telaciim o diferentes cons
diciones nuticienales s e b parneado enoaphicar los conomaentos
'-hl!'l\l!in‘v S T }\'»H\.l".l»' i p.;!ul-n(\'.u Il'l.:é‘lﬂl\;uh al ;"_.'-hu'u Toe
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jo. Como primer paso en este camino se pretende realizar el estudio
cinético de las enzimas de importancia metabolica para esta célula,

El objeto de esta tesis es demostrar el comportamiento cinético
de la metzhemoglobina reductasa dependiente de TPNH como parte
del estudio mencionado.
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MATERIAL Y METODOS

Ratas de la cepa Wistar de 250 gramos aproximadamente se
anestesiaron con Ser oy ose les extrapo sangre por puacion cardiaca
(4-3 m; se evitd da coapulicin con hepanina,

La sangre o contufaad o 2000 ¢ darante 10 minutos v el plas
ma se extrajo mediante Gea pipeta pastear vy fue desechado.

El paquete eritrocitico fae lavado tres veees con igual velumen
de cloruro de o motonieo, ta cuenta globular final fue de 20,000
globulos rojos por 1 blanea Loy plabulos rojos tavados fieren lisa-
dos por la adhicion de- agua destilada v el hemolizado se uso come
fuente enzima, Todos los pascs ne efectuaron a4 C

Método

El encayo de da enzima se basa en la disminucion en absorban.
cia a 340 mu por oxidacion del TPNH,

EL SISTEMA CONTIENE:

Solucién amortiguadora de fosfato potasio; pH 7.0 0.1M 1 ml

Enzima dilucion 1:5 0.2 mi.
Azul de metiteno 0 027N 0.1 ml
TPNH 0.0015M 0.2 ml

Llevar o 3 ml con la soluciin amortipuadora.
En el blinco se omite el TPNH

la reaccion se imiein con TPNH: Tac lecturas se efectian con
intervalos de niedio nurate durante 10 minutos sproximadamente,
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la velocidad de reaccion se corrige por la lenta oxidacion quimica

del TPNH.
}’rpparmm'yn de los reactivos

Solucion amortivuadora de fosfato.
N o

Disolver 1,68 gs de {fosiate dibisico de potasio, agua destilada
c.b.p 100 ml

Disolver 1.2 s de fonfato dipotisico en agua destilada c.bp.
100 ml.

Poner 389 ml de o solucion de fosfarg dibas en de potasio
v ajustar ¢} pl o 7 con laolnesin de fosfato dipotasico v lueo ajus-
tar a 100 mi. con agna desttada

B ad

Azul de metileno 0 0275]

Disolver 0117 de azul de metileno, Hevar hasta 100 ml coi
agua destilada

TPNH 00015 M

Disolver 01007 ¢ de TPNH (Sipma: en agua destilada ¢ bogp
10 ml.
Definiicion de Unidad

Es la cantidad de enzima que catahiza la oxidacion de una ma
cromo’a de TPNH en un minuto,

Para determinar las unidades en cada sistema nos basamos ¢r
el coeficiente de extineion del TPNH

11



la velocidad de reaccion se corrige por la lenta oxidacion quimica
del TPNH.

Preparacion de los reactivos

Solucion amortiguadora de fosfato.

Disolver 1,68 gs de fosfate dibisico de potasio, agua destilada
c.b.p. 100 ml.

Disolver 1.2 gs de fosfato dipotasico en agua destilada o b.p.
100 ml.

Poner 388 ml de la soluctin de fosfato dibas co de potasio
v ajustar ¢ pH a7 con L solucion de fosfato dipotasico y luego ajus-
tar a 100 ml con agua desttada '

Azu!l de metileno, 002701

Disolver 0117 de azul de metileno, Hevar hasta 100 mi, cor
agua destilada

TPNH 0.0015 M

Disolver 01007 g de TPNH (Sigma: en agua destilada c.b.p.
10 ml.

Defincion de Unidad

Es la cantidad de enzima que cataliza la oxidacion de una mu
cromo’a de TPNH en un minuto.

Para determinar las unidades en cada sistedia nos basamos er
el couficiente de extincion del TPNH. )

g
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RESULTADOS

ESPECTRO DE ABSORCION DEL AZUL DE METILENO. (FIG.
3).

El objeto de este espectro es saber si al trabajar a 340 um, ne
interfiere ei azul de metileno cumido tratamos de observar el sis-
tema que estudiamics, pero como se puede ver en la grafica a dicha
longitud de onda la actividad del azul de metileno es muy baja y
no afecta en nada

Existen dos muiximos; uno a 300 y ¢l otro a 665 mu. La absor-
cién a 340 mu no «s significativa,

CURVA DE PROGRESO. (F1G. 6).

I.a velocidad intcial se mantiene 35 minutos durante los cuales
0.45 micromolas de TEPNEH se transformaron a TPN.

CURVA DE SUBSTRATO. (FIG. 7 8, 9).

En esta curva se vario la concentracion del substrato ya que se

-
fue poniendo en el sistema desde 0.2 micromola hasta 1.50, se obser-
vO que a veloeidad mixima o0 obtuve con concentraciones superior
4 050 micromolas, esto es equivalente a la oxidacion de aproxima

dimnente 0164 meeronaciae de TENH
Michaeh cchenlada por difereates método

' vt

T constapde e
Valia e hie o L L.



CURVA DE ENZIMA. (FIG 10).

En esta curva lo que se vario en el sisterna fué la concentracion
de la enzima v se observd que la actividad es directamente propor-
ctonal a dicha concentracion, cuando la cantidad del hemolizado es
inferior a 30 microlitros -

Las concentraciones van desde 20 microlitros hasta 200.
CURVA DE pH (¥ 110

Se demuestra la existencia de dos pH Gptimos uno a 7.5 apro-
ximadamente, ¢} otre ! ver se encuentra por debajo de 2.5 No
hubo minpuna medihicacydn al varar la fuerza 1onica ni {endienos
de activacion o de nbubieron por introduccion de diferentes sustan-

clas como amaortzguadoras
CURVA DE TEMPERATURA (FIG 12
La energin de activacion calculada a partir de la ecuacion de

Arrhenius Cinversa de la temperatura absoluta) es aproximadamen-
te de 10.000 calorias por mola

16
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DISCUSION

Los resultades obtenidos permiten afirmar que ¢l método des-
crito ofrecen ventajas muy importantes como son las de tratarse
de un método sensible, reproducible, ceonamico v de faci! manejo

El cocficoente de extineion molar del TPNH v del azul de me-
tilene son suficientemente altos para asegurar la medicion de cam-
bios relativamente pequenos en o actividad enzimatica. El hecho
de que se pucda medhir la desapancion del azul de metleno en da
zona visible del cepectro permite utilizar este método en laborate-
rios von ¢l equipo habitual

La curva de progreso nos indica el mantenimiento de las con-
diciones imiciales del sistema adn cuando ol periodo de actividad
enzimatica s¢ prolongue por 35 minutes. Fsto claramente contrasto
con ¢} ticmpo de 10 minutos que fue o] habituatmente acado por
nosotros. Durante eoe perfodo de 35 mimutos wo puede en consecuen-
cia. aftrmar: que la cantdad de substrate oo T adecuada para man-
tener ta enzuna saturada se puede asi meisimo, afirmar que no se
produjo ninguna alteracton en la ectructurie enzimatica, en el aH
que no hubo aparteiin de actvadores eoarhibndores en el secema,

La curva de substrat. v las curvas reciprocas nos inaiean, sir
embargo que la cantidad mdepeonsable para obtener veloeidad ma-
xima es de 050 micromolas de TPMNHD voto o cinbargo no es de
importincia deintivi paes L afindad e o enz ina por sueoen
zina e relativianente crande vaogque faooo e te de Michaehs e

LUy peguena



La curva de enzima deme tra que el métods ex adecuado cuan-
do se trabaja con 50 mucrahitros o menons de hemohzado, cuande
el hematocrito era de 500 aproximadamente

La curva de pl presenta dos miaxamos uno a pH de 75 v el
otro a ptl de 2 aproximadhmente El inerements en o actividad
enzimatica a pH por debajo de b es muy probablemente consecuen:
via del aumento en la concentracion de ones hidrogenos en el me-
dio; en efecto, ol trifocfopiridinonucleotido reducido para ceder
sus dos clectrones al urupo prostético de la metahemoglobina re-
ductara, requiere o introduceson de un proton del medio ambiente;
en consecuencin, la disminuessn del pH opedrd forzar la reacciop
en el rentido de un aumento aparente en ba activielid enzimatica. Lo
modificacion de la fuesvn wonea utroductdiy al cambiar {a sustan.
cia amortiguadora no tuvo ningan efecto sohre aetividad enzimatiea

Ia energia de actvidad necesana para la imictacion de la reac-
cion enzimatica fue de 10000 calorias

Aparentemente toda la actividad enzimdtica se encontrd en el
hemolizado. No hubo actividad cuando se trabajo en ¢l estroma,
y la adicion de este al hemolizado no tuve ningan efecto vobre la
velocidad de esta No hubo catalisis cuando se usaron globulos ro-
jos no hemolizados

26



RESUMEN Y CONCLUSIONES

1.—Se revisaron las publicaciones pertinentes.

2.—El método deserito es de gran sensibilidad. muy reproducible,
de facil manejo vy muy econdmico,

3.—La constante de Michaelis de la enzima por su coenzima es de
muy pequena magnitud, esto permmitio a la vez que trabajar a
bajas concentraciones de TPNH, investipar los efectos enzima-
ticos dentro de rangos amplios de concentracion’ de enzima,

4.—La curva de pH obtemida fue muy pecuhiir v su posible signi-
ficado se discute.

S.—La enzima fue insensible a cambios muy amplios en la fue-zs
ibnica.

6. —L.a cnzima se localiza exclusivamente en ¢} sobrenadante y se
demostro que en el estroma no habia ningdn factor activador
o inhibidor de la reaccion.
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